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摘要 : 应 用 RAPD 技术 对 黑龙 江 省 10 个 分 布 区 17 个 种 群 的 强壮 水 蝙 (Bydra robusia ) 进行 了 遗传 多 样 性 
分 析 。 从 80 个 随机 引物 中 筛选 出 19 个 引物 ， 共 扩 增 出 320 条 带 ， 分 子 量 在 0.3 ~ 3.0 kb， 其 中 多 态 性 带 数 299 
个 ， 占 93.44%， 表 现 出 高 度 的 遗传 多 样 性 。17 个 种 群 的 遗传 相似 系数 (GI) 平均 值 为 0.71$8， 相 应 的 遗传 距 
离 (GD) 平均 值 0.3425; 分 布 区 内 种 群 间 的 差异 (GD 平均 值 0.1695) 小 于 各 分 布 区 间 种 群 间 的 差异 (GD 平 
均值 0.342$) ， 各 种 群 间 的 遗传 距离 与 它们 的 地 理 间距 基本 一 致 ， 但 虎 头 种 群 与 其 他 种 群 间 的 相似 度 明 显 偏 低 
(GI 平均 值 0.5413，GD 平 均值 0.6161) ， 视 为 较 特 化 种 群 。 
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Genetic Diversity of Hydra robusta in Heilongjiang 
Province by RAPD Analysis 
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(Department of Biology, College of Life and Environment Science, Harbin Normal University, Harbin 150080, China) 


Abstract: The genetic diversity of Hydra robusta was studied by RAPD technique from 17 populations of 10 distribu- 
tion areas in Heilongjiang Province. Nineteen primers were selected from 80 random primers, and yielded a total of 320 
bands ranging from 0.3 -3.0 kb, 299 (93.44%) of which were polymorphic. The result indicated high level of genetic 
diversity in this species. The values of genetic identity (GI) and genetic distance (GD) of those populations were 0.7158 
and 0.3425 on average, respectively. GD within distribution areas (0.1695) was lower than that between (0.3425 ) . 
Cluster analysis showed that CDs of populations were consistent with their geographic distances，The population of Hutou 
had a clearly lower genetic identity with others (GI = 0.5413 and GD = 0.6161 on average) and was considered a relatively 
specialized one . 
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水 蝗 ( Hydra) 是 一 类 低 等 多 细胞 动物 ， 在 动 
物 演化 进程 中 占有 重要 位 置 。 它 们 生活 在 较 洁净 的 
水 草 丰 富 的 淡水 中 ， 以 水 重 、 水 丝 曙 等 为 食 ， 在 鱼 
塘 中 亦 捕 食 鱼 卵 和 幼小 鱼苗 (Lou et al, 2004)， 对 
淡水 渔业 养殖 造成 一 定 的 危害 ; 其 分 布 广泛 ， 繁 殖 
周期 短 ， 对 生活 水 体 要 求 严 格 ， 可 作为 水 污染 指示 
生物 (Fan et al, 2001); 加 上 它 再 生 力 强 ， 是 教学 
和 科研 中 理想 的 研究 材料 。 

生物 群体 的 遗传 多 样 性 是 评价 生物 资源 状况 的 
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一 个 重要 依据 ， 它 是 物种 适应 多 变 的 环境 条 件 ， 维 
持 长 期 生存 和 进化 的 遗传 基础 (Liu et al，2000)。 
目前 检测 遗传 多 样 性 的 方法 很 多 ， 而 RAPD (ran- 
domly amplified polymorphic DNA) 技术 (Williams et 
al，1990; Welsh et al，1990) 以 其 方便 、 快 速 提供 
DNA 多 态 性 的 丰富 信息 ， 为 研究 种 及 种 下 不 同 群 
体 的 遗传 多 样 性 提供 了 有 力 的 手段 。 对 于 水 昕 这 一 
类 只 具有 二 个 胚层 的 低 等 多 细胞 动物 的 遗传 多 样 性 
的 研究 尚未 见报 道 。 
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本 研究 利用 RAPD 技术 检测 了 广泛 分 布 于 黑龙 
江 省 强壮 水 蚊 的 遗传 变异 水 平 ， 旨 在 找 出 生态 环境 
变化 与 RAPD 标记 之 间 的 相关 性 ， 为 深入 地 认识 其 
遗传 动态 和 评价 物种 的 生态 适应 性 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

本 研究 所 用 材料 为 黑龙 江 省 强壮 水 昕 的 17 个 
种 群 ( 表 1)。 将 实验 水 昕 用 井 水 反复 冲洗 ， 去 其 
体 表 污 物 后 ， 恒 温 培养 箱 中 24 民 培 养 ， 每 天 咀 食 ， 
及 时 清理 ， 注 意 保持 水 蝗 体 表 及 生活 水 体 的 洁净 。 
实验 前 ， 收 集 生 长 状态 好 的 水 昕 体 ， 饥 饿 3 d 以 
上 ,使 其 充分 消化 食物 及 排出 胃 腔 中 的 残 漆 ， 再 用 
蒸馏 水 洗 3 遍 ， 以 确保 动物 体内 外 无 异物 。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

基因 组 DNA 提取 参照 《分 子 克 隆 实验 指南 》 
(Sambrook et al，1998) ， 每 个 样品 取水 昕 活体 25 ~ 
30 只 。 将 500 pL 提取 缓冲 液 (30 mmol/L Tis-HCl， 
2.5 mmol/L CaCl,，0.25 molLL 芒 糖 ，10 mmol/L 
Na2zEDTA，PpH 7.8) 加 入 组 织 研磨 器 中 ， 冰 浴 条 件 
下 将 水 昕 体 充 分 研磨 至 匀 浆 状 ， 分 装 在 Eppendorf 
管 中 ， 分 别 向 管 中 加 入 100 pL 的 10% SDS 和 5 pL 


的 20 ng/mL 蛋白 酶 K， 于 55 消化 4h,， 每 10 
min 缓 播 一 次 ,然后 用 等 体积 酚 :氯仿 : 蜡 友 醇 
(25:24:1) 缓 慢 倒 置 抽 提 20 min, 上 清 液 用 氯仿 : 异 
成 醇 (24:1) 再 抽 提 一 次 ，14 000 r/min 低温 离心 
10 min， 收 集 上 清 液 。 上 清 液 加 入 3 molL 醋酸 钠 
(pH 5.2) 及 二 倍 体积 无 水 乙醇 ，- 20 沉淀 DNA 
后 ，10 000 r/min 离心 收集 沉淀 ， 用 70% 乙醇 洗涤 
两 次 ， 真空 干燥 ， 深 于 适量 TE (10 mmol/L Tris- 
HCl，1 mmol/L EDTA，pH 8.0) 中 。 于 4 保存 
备用 。 
1.3 引物 的 筛选 

用 OPG、OPH、OPL、OPM 4 组 共 80 个 随机 引 
物 (Operon 公司 ) 先 对 2 个 样品 进行 扩 增 ， 每 个 引 
物 均 重复 扩 增 一 次 ， 筛 选 出 19 个 扩 增 产物 电泳 谱 
带 清 晰 、 重 复 性 良好 且 具 有 较 丰 富 多 态 性 的 随机 引 
物 。 
1.4 RAPD 扩 增 

反应 总 体积 为 25 pyL， 包 括 10 x buffer 2.5 gL， 
dNTPs 2 mmol/L (TaKaRa 公司 ) ，MgCl 2 mmol/L， 
引物 2 umol/L (Operon 公 司 ) ,Taq 酶 2 U (TaKaRa 
公司 ) ， 模 板 DNA 100 ng。DNA 扩 增 在 PE-2400 上 
进行 。 反 应 程序 为 94 预 变 性 5 min ;然后 94 % 


表 1 本 研究 采用 的 黑龙 江 省 强壮 水 昕 的 分 布 区 、 采 集 点 、 代 码 及 泳 道 序号 
Tab. 1 Distribution locality, code and lane number of Hydra robusta of Heilongjiang Province used in this study 






































分 布 区 Distribution area 采集 点 Locality 代码 Code 泳 道 序号 Lane-number 
阿 城 Acheng Ai 1 
哈尔滨 市 Harbin City 白城 Baicheng Az 2 
双 城 Shuangcheng As 3 
北极 村 Arctic village B 4 
漠河 县 Mohe County 苗 园 Nursery B2 5 
北 坦 North dyke B; 6 
五 常 县 Wuchang County 拉 林 Lalin C 7 
延寿 县 Yanshou County 延寿 Yanshou D 8 
四 海 Sihai El 9 
鸡西 市 Jixi City 兴 农 Xingnong E, 闪 
密 山 市 Mishan City 太平 Taiping F 11 
虎 头 县 Hutou County 虎 头 Hutou G 12 
大 子 杨 山 1 Daziyang mountain 1 Hi 13 
加 格 达 奇 地 区 Area of Jiagedaqi 大 子 杨 山 2 Daziyang mountain 2 Ha 14 
双 拱 桥 Shuanggong bridge I 15 
牡丹 江 市 Mudanjiang City 虎 园 Tiger's garden D 16 
饶 河 县 Raohe County 饶 河 Raohe J 17 
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变性 1 min，36 CC 复 性 1 min，72 和 延伸 2 min，45 
个 循环 ; 72 避 后 延伸 7 min。 扩 增产 物 在 含 0.5 ng/ 
HL EB 的 2% 琼脂 糖 凝 胶 、1 x TAE 缓冲 液 中 电泳 分 
离 ，5 V/em 电泳 3~ 4 h， 紫 外 线 透射 仪 (美国 冷 
泉 港 Gold Spring 2020D) 上 观察 结果 并 记录 。 
1.5 数据 处 理 

参照 Williams et al (1990)》 的 方法 ， 记 录 DNA 
条 带 并 处 理 数 据 ， 选 择 清晰 可 读 的 条 带 用 作 进 一 步 
分 析 ， 用 数字 “1” 和 “0” 分 别 表示 扩 增 片段 的 有 
和 无 - 用 Popgen 32 软件 计算 强壮 水 昕 任意 两 个 个 
体 间 的 遗传 距离 (genetic distance，CD )、 遗 传 相似 
系数 (genetic identity，GI)， 进 行 UPGMA (Un- 
weighted Pair Group Method of Arithmetic Means) 聚 
类 分 析 。DNA 片段 在 电场 中 的 迁移 率 (4d) 与 分 子 


于 6 7 


量 (并 ) 的 对 数 成 反比 ; 4 = kllogW 。 
2 结 果 


2.1 RAPD 扩 增 结果 

在 所 用 的 80 个 随机 引物 中 ， 有 19 个 引物 出 现 
稳定 而 清晰 的 扩 增 带 ， 占 23.75%， 分 子 量 为 0.3 
~3.0 kb， 其 碱 基 序 列 及 扩 增 带 数 见 表 2， 引 物 
OPH-03 的 RAPD 扩 增 结果 见 图 1。 

从 表 2 可 见 ，19 个 随机 引物 总 扩 增 带 数 为 320 
条 ,平均 每 个 随机 引物 扩 增 16.84 条 - 扩 增 带 数 最 
多 的 为 OPH-19， 为 21 条 ， 最 少 的 为 OPL-11, 为 
12 条 。320 条 扩 增 带 中 有 299 条 表现 为 多 态 性 ， 占 
93 .44% ,平均 每 个 引物 多 态 性 条 带 数 为 15.74 条 。 
多 态 性 条 带 比 例 最 高 达 100%，、 最 低 为 83.33%。 


8 多]0 下 了 上 二 区 有 扯 志 





图 1 引物 OPH-03 的 扩 增 结果 
Fig. 1 Result of PCR amplification using primer OPH-03 
M; 标准 模板 “100 bp DNA Ladder); 1-17: 泳 道 序号 对 应 材料 见 表 1 (Lane number see Tab. 1)。 


2.2 聚 类 分 析 结 果 

黑龙 江 省 强壮 水 蝙 17 个 种 群 的 遗传 相似 系数 
GI 平均 值 为 0.7158， 相 应 的 遗传 距离 CD 平均 值 
为 0.3425， 种 群 之 间 的 GI 和 GD 值 见 表 3。 利 用 
遗传 距离 矩阵 得 到 17 个 种 群 的 UPGMA 聚 类 图 ， 
17 个 种 群 分 为 8 支 (图 2)。 
3 讨论 

多 态 片 段 是 进化 中 变异 活路 的 片段 ， 某 些 
RAPD 位 点 检测 到 了 点 突变 和 许多 位 点 在 各 种 群 分 
布 的 不 均衡 ， 使 强壮 水 蝗 的 多 态 位 点 比率 高 达 
93.44%。 坚 类 分 析 结 果 表 明 ， 属 于 同一 分 布 区 的 


几 个 种 群 各 自 均 先 聚 在 一 起 ，GD 值 为 0.0539 ~ 
0.2588， 以 遗传 距离 高 低 顺 序 排列 为 : 鸡西 > 加 格 


达 奇 > 牡丹 江 > 漠河 > 哈尔滨 。 可 见 ， 分 布 区 内 种 
群 间 的 差异 (GD 平均 为 0.1695) 小 于 各 分 布 区 间 
种 群 间 的 差异 (GD 平均 为 0.3425)。 而 且 ， 分 布 
区 间 相 隔 近 的 种 群 间 的 遗传 距离 大 于 分 布 区 相隔 远 
的 种 群 间 的 遗传 距离 ， 如 五 常 (C) 和 延寿 (D) 
在 GD = 0.1706 处 聚 在 一 起 ， 鸡 西 (E) 和 密 山 
(F) 在 GD =0.2855 处 聚 在 一 起 ， 而 漠河 (B) 和 
化 河 (J) 则 在 GD = 0.3767 处 聚 在 一 起 。 这 些 都 
说 明 强 壮 水 昕 种 群 间 的 遗传 距离 与 它们 的 地 理 间 距 
基本 一 致 ， 也 证 实 由 于 地 理 的 隔离 作用 使 水 昕 这 个 
生物 群体 出 现 了 多 样 性 。 

另外 ,在 RAPD 分 析 结 果 中 , 虎 头 种 群 (G) 与 其 
他 种 群 间 的 差异 十 分 明显 (GD 平均 为 0.6161 )， 
相似 度 很 低 (GI 平 均 为 0.5413) ,可 能 是 它 的 生境 
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表 2 随机 引物 序列 及 扩 增 带 数 
Tab. 2 List of sequence of primers and numbers of RAPD bands 














多 态 性 带 数 多 态 性 带 数 比例 
引物 引物 序列 G+C 会 量 扩 增 带 数 Number of poly- Percentage of poly- 
Primer Sequence of primer G+C (%) Number of RAPD nhc and orplie bande Co 

OPG-02 5'GGCACTGAGG3’ 70 14 13 92.86 
OPG-04 SAGCGTGTCTG3 60 18 15 83.33 
OPG-14 5 CCATCAGACC3 60 19 17 89.47 
OPG-15 5’ACTGGGACTC3’ 60 15 15 100.00 
OPG-18 5'GGCTCATGTG3’ 60 15 14 93.33 
OPH-03 5’AGACGTCCAC3’ 60 17 15 88.24 
OPH-17 5 CACTCTCCTC3 60 20 17 85.00 
OPH-18 SCAATCGGCCA3 60 22 20 90.91 
OPH-19 SCTCACCAGCC3 70 21 19 90.48 
OPL-04 5'GACTGCACAC3’ 60 16 16 100.00 
OPL-08 5 AGCAGGTGGA3 60 14 14 100.00 
OPL-11 SACGATGACCC3 60 12 11 91.67 
OPL-13 SACCGCCCTGCCT3 70 14 12 85.71 
OPL-14 SCTCACAGGCCT3 60 16 16 100.00 
OPL-19 SCAGTGCGTCAC3 60 18 18 100.00 
OPL-20 5'TGGTGGACCA3’ 60 20 19 95.00 
OPM-11 5’GTCCACTGTG3’ 60 17 17 100.00 
OPM-13 5'GGTGGTCAAG3’ 60 14 14 100.00 
OPM-18 5'CACCATCCGT3’ 60 18 17 94.44 

合计 Total of bands 61.58 320 299 93.44 


表 3 强壮 水 17 个 种 群 间 的 遗传 相似 系数 (上 对 角 线 ) 和 遗传 距离 (下 对 角 线 ) 

Tab. 3 Genetic identities (above diagonal) and distances (below diagonal) of 17 populations of H. robusta 
代码 
Code 
Al .xxxx .9216 .9608 .7778 .7974 .7843 .8366 .8497 .6863 .7778 .7451 .5686 .7712 .7843 .7451 .6928 .7124 

A, .0817 .xxxx .9608 .7647 .7974 .8105 .8235 .7974 .6601 .7647 .7451! .5686 .7843 .7712 .7582 .7190 .7386 
A3 .0400 .0400 .xxxx .7516 .7843 .7843 .8105 .8235 .6732 .7778 .7320 .5817 .7843 .7712 .7320 .6928 .7124 
Bl .2513 .2683 .2855 .xxxx .8366 .8366 .7843 .7190 .6732 .6732 .7451 .4771 .7059 .7320 .6667 .6797 .6732 
B, .2264 .2264 .2429 .1784 .xxxx .9085 .8170 .7647 .6536 .6797 .7386 .5229 .7255 .7516 .6993 .6732 .6797 
B3 .2429 .2102 .2429 .1784 .0960 .xxxx .7778 .7255 .6275 .6797 .6993 .4837 .7386 .7516 .7124 .6732 .7059 
C .1784 .1942 .2102 .2429 .2021 .2513 .xxxx .8431 .7320 .7320 .8039 .5359 .7516 .7908 .7255 .7124 .6928 
D .1629 .2264 .1942 .3300 .2683 .3209 .1706 .xxxx .7582 .7190 .7386 .5229 .7124 .7516 .7124 .6471 .6797 
E! .3765 .4153 .3957 .3957 .4253 .4661 .3119 .2768 .xxxx .7516 .7451 .5556 .6667 .6667 .6405 .6275 .6471 
Ea .2513 .2683 .2513 .3957 .3860 .3860 .3119 .3300 .2855 .xxxx .7582 .5686 .7190 .6536 .6928 .6667 .7124 
F .2942 .2942 .3119 .2942 .3031 .3576 .2183 .3031 .2942 .2768 .xxxx .5882 .7516 .6993 .7124 .6863 .6797 
G .5645 .5645 .5418 .7400 .6484 .7264 .6237 .6484 .5878 .5645 .5306 .xxxx .5882 .5359 .5229 .4837 .5556 
Hl .2598 .2429 .2429 .3483 .3209 .3031 .2855 .3391 .4055 .3300 .2855 .5306 .xxxx .8170 .7386 .6993 .6797 
Hz .2429 .2598 .2598 .3119 .2855 .2855 .2346 .2855 .4055 .4253 .3576 .6237 .2021 .xxxx .7255 .6732 .6536 
L .2942 .2768 .3119 .4055 .3576 .3391 .3209 .3391 .4455 .3670 .3391 .6484 .3031 .3209 .xxxx .8562 .7059 
lb .3670 .3300 .3670 .3860 .3957 .3957 .3391 .4353 .4661 .4055 .3765 .7264 .3576 .3957 .1552 .xxxx .6797 
J .3391 .3031 .3391 .3957 .3860 .3483 .3670 .3860 .4353 .3391 .3860 .5878 .3860 .4253 .3483 .3860 .xxxx 
代码 对 应 材料 见 表 1 (Codes see Tab. 1)。 


较 特殊 造成 的 。 该 种 群 是 在 一 片 林 中 、 人 工 推 土 后 “” 强壮 水 蝙 的 特征 〈Shi et al，1987; Fan，2000)。 由 
留 下 的 长 条 水 域 中 采 到 的 ， 环 境 相对 封闭 。 从 传统 ”此 也 说 明生 物 表 型 的 一 致 并 不 能 真实 反映 其 遗传 的 
的 形态 描述 等 分 类 方法 来 看 ， 即 从 刺 丝 囊 、 凸 黯 的 。” 本 质 ， 所 以 有 必要 再 结合 同 工 酶 和 其 他 分 子 标 记 技 
形态 结构 及 触手 的 长 短 与 数目 等 特征 鉴别 ， 它 符合 ” 术 确 定 其 分 类 地 位 (Meng et al，2000)。 
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图 2 ”强壮 水 17 个 种 群 的 UPGMA 紊 类 图 
Fig. 2 Dendrogram of 17 populations of H. robusta 
using UPGMA 
代码 对 应 材料 见 表 1 (Codes see Tab. 1)。 
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